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MATRICE COMPLEXE A USAGE BIOMEDICAL 

La pr£sente invention concerne une matrice biocompatible, constitute d'au 
moins un polymere d f origine naturelle, fortement fonctionnalis6e, permettant le 
5 remplacement de fluides biologiques, la separation des tissus ou une augmentation 
tissulaire. La matrice de la pr6sente invention se caracterise par une longue 
immanence in vivo, obtenue en retardant sa degradation chimique, biologique et 
m6canique. 

La prtsente invention propose un procede et des compositions sous forme 
10 d'une matrice complexe d'au moins un polymere d'origine naturelle, pour l'obtention 
de dispositifs medicaux (pharmacologiquement actifs) destines a l'augmentation, la 
separation tissulaire ou la viscosupplementation, totalement biodegradables mais 
caracterises par'une longue r£manence in vivo. 

L'injection d'une solution viscoelastique est souvent envisagee pour 
15 remplacer le liquide synovial naturel qui, chez les patients arthrosiques, ne peut plus 
assurer ses fonctions chondroprotectrices, de lubrification et d'absorption des chocs 
compte tenu d'une reduction de la quantite et du poids mol6culaire des 
glycosaminoglycanes constitutifs. Mais ces produits sont rapidement eiimines de la 
poche synoviale. 

20 Laugmentation tissulaire est souhaitee k la fois dans le cas ^applications 

therapeutiques et dans un but cosmetique. 

Dans le cas ^applications therapeutiques, certains tissus ntcessitent d'etre 
eiargis pour assurer leur fonction ; eel a peut etre le cas des cordes vocales, de 
l'oesophage, du sphincter de l'uretre, d'autres muscles.. . 

25 Les patients peuvent avoir recours a la chirurgie esthetique pour le 

comblement des rides, le masquage des cicatrices, l'augmentation des levres... Mais, 
en plus du coxit elev£ associe a cette pratique, les inconv&iients sont nombreux, car 
e'est une procedure invasive et risquee. L'injection de materiaux destines k 
^augmentation tissulaire est une methode trds employee. Les aiguilles 

30 hypodermiques utilisees comme dispositif medical ont les avantages d'etre faciles 
d'utilisation, precises, et constituent une methode non invasive. 
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Les materiaux injectables disponibles sur le march6 sont des produits soit 
permanents, soit biodSgradables. 

Produits permanents. non resorbables 

II existe deux approches pour T61aboration de produits non resorbables : 
5 Tinjection de silicone ou d'une suspension de particules solides dans une solution 
vecteur. 

L r injection de silicone a 6t6 tr6s utilis6e. Cependant, compte tenu des effets 
ind6sirables h long terme (nodules, ulceres de la peau), cette m&hode est peu h peu 
abandonee [Edgerton et al. "Indications for and pitfalls of soft tissue augmentation 
10 with liquid silicone". Plast.Reconstr.Surg, 58:157-163 (1976)]. 

L'injection de microparticules solides permet 6galement une augmentation 
tissulaire permanente. 

US-A-5344452 d6crit Tutilisation d f un solide pulverulent, constitu£ de petites 
particules, de diam&re compris entre 10 jim et 200 jam, et ayant une surface tres 
15 lisse. Artecoll® et Arteplast®, produits du commerce, sont constitues d'une 
suspension de microspheres de polym&hacrylate dans une solution de collagdne. 

EP-A- 109 1775 propose une suspension de fragments dTiydrogel de 
m6thacrylate dans une solution de hyaluronate. Les particules de silicone; 
cframiques, de carbone, ou m&alliques (US-A-5451406, US-A-5792478, US-A- 

20 2002151466), les fragments de polyt6trafluoro6thyl6ne, de verre ou de polymeres 
synth&iques (US-A-2002025340), et les billes de collag&ie ont 6galement ete 
utilises mais les r6sultats ont et6 d6cevants compte tenu des reactions secondaires, 
de la degradation biologique et de la migration des produits residuels. En effet, les 
particules ont au moins Tun de ces inconvenients : un diam&re trop important ou vine 

25 forme irr6guli£re qui fait que les particules se collent les unes aux autres, ce qui peut 
rendre Tinjection difficile k travers une fine aiguille, les particules trop fragiles 
peuvent se briser pendant rinjection, Tinjection de particules trop petites induit une 
rapide digestion par les macrophages et d'autres constituants du systdme 
lymphatique, les particules inject6es peuvent se d6placer et n'adherent pas aux 

30 cellules environnantes. 
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Le caractere permanent de ces produits induit par consequent des 
inconvenients majeure : le risque d'activation des macrophages, la migration des 
ftagments synthetiques constitutife du produit ou rapparition de granulomes qui peut 
necessiter l*injection de steroide, ou meme une excision. De plus, ce type de produit 
5 ne permet pas de retouche si necessaire. 

Panni les materiaux biologiquement degradables, on peut trouver des 
suspensions de collagene ou d'acide hyaluronique reticule. 

Collagen Corporation a developpe une preparation a base de collagene 
reticule avec du glutarald6hyde (US-A-4582640). Ce produit est digere par voie 
10 enzymatique, biochimique, par les macrophages, elimine par le systeme lymphatique, 
done degrade rapidement. Des traitements repetes sont par consequent necessaires. 

US-A-5 137875 revendique I'utilisation de suspensions ou solutions aqueuses 
de collagene contenant de l'acide hyaluronique, mais ce produit ne peut constituer 
une solution pour un traitement a long terme. 

15 EP-A-0466300 propose l'injection d'un gel viscoelastique compose d'une 

matrice dispersee dans une phase liquide, les deux phases etant composees par du 
hylan, hyaluronate de haut poids moleculaire d'origine animale, reticule et extrait. 

Les esters d'acide hyaluronique et les derives reticules d'acide hyaluronique 
ont ete developpes dans le but d'augmenter les temps d'absorption de ce 

20 glycosaminoglycane et done obtenir un temps de residence plus important. Parmi de 
tels produits destines a l*usage cosmetique, on peut citer le Restylane®, gel 
biphasique constitue d'une phase fluide (hyaluronate non reticule), et d'une phase tres 
reticulee. Si les pontages inter ou intramoleculaires de polysaccharides ou d'esters de 
polysaccharides acides sont utiles pour de nombreuses applications, par exemple la 

25 prevention des adherences post-chirurgicales (EP-A-0850074, US-A-4851521, EP- 
A-0341745), ces produits ne peuvent constituer un effet longue remanence compte 
tenu du haut niveau de degradation enzymatique et de la faible duree de vie des 
pontages esters qui, contrairement aux liaisons ether, sont degradables dans des 
environnements physiologiques (US-A-4963666). 

30 Afin d'augmenter la remanence de la matrice, on peut observer que la 

tendance est d*utiliser des polymeres de haut poids moleculaire ou d'augmenter le 
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degre de reticulation. Mais, si la reticulation augmente de fa9on sensible la duree de 
vie du produit, la manipulation de ces gels fortement reticules, done tres contraints, 
est tr£s delicate car les autres sites du polymere non proteges par la reticulation sont 
fragilis6s m6caniquement et chimiquement et plus susceptibles d'etre attaques. 

5 De plus, une forte augmentation du degre de reticulation peut aboutir & des 

produits plus difficilement injectables. 

EP-A-0 749 982 propose de greffer un antioxydant a une matrice avec un taux 
de greffage faible. 

II apparaft done clairement que les materiaux existants ne proposent pas de 
10 solution ideale, et la recherche de nouveaux produits pour Taugmentation tissulaire, 
la separation des tissus ou la viscosupplementation continue, dans le but d'identifier 
des materiaux fortement biocompatibles, facilement mis en ceuvre dans le cadre de 
leur utilisation clinique, ayant une dur6e de vie telle que ce produit disparaisse 
lorsque sa fonction n'est plus souhaitee, mais sufBsante pour limiter les actes 
15 medicaux et chirurgicaux. 

Resume de Tinvention 

Bien que les conditions pour Taugmentation, la separation tissulaire et la 
viscosupplementation soient connues depuis de longues annees et que de nombreuses 
solutions aient ete proposees pour des applications therapeutiques et cosmetiques, la 
20 presente invention fournit un procede et propose de nouvelles compositions 
* permettant au dispositif medical d'etre efficace a plus long terme sans effet 
secondaire. Ces memes compositions peuvent egalement severer utiles pour 
constituer des vecteurs de substances pharmacologiquement actives. 

Le principe de la presente invention est bas6 sur Toccupation d'un grand 
25 nombre de sites des chaines polymeriques pour retarder les attaques chitniques et 
enzymatiques directement sur la chaine principale du polymere. Le greffage de 
petites molecules couple a une reticulation induit une augmentation de la densite de 
la matrice, par consequent le temps necessaire pour qu'elle soit degrad6e, tout en 
limitant sa fragilisation induite par un degre de reticulation trop important. Le 
30 couplage de deux types de fonctionnalisation, reticulation et greffage, permet 
egalement d'accroitre la facilite d'utilisation d'une matrice destinee k etre injectee par 
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rapport k une matrice qui possMe le meme nombre de sites occup6s sur la chaine 
principale du polymere mais dont le degr6 de reticulation est plus important. L'effet 
permettant la longue r&nanence de la composition peut etre amplifie si les molecules 
grefitees possddent des proprietes anti-oxydantes. Des agents anti-oxydants peuvent 
5 egalement etre disperses dans la matrice. L'utilisation de derives cellulosiques ou 
d'autres polymeres naturellement absents chez Tetre humain pour la constitution du 
produit permet 6galement de retarder la degradation de la matrice compte tenu du 
manque d'hydrolases spetifiques. 

Dans le contexte de la presente invention, le mot site designe tous les points 
10 de la chaine polymere susceptibles d'etre attaqu6s ; il peut s f agir de groupements 
fonctionnels pendants comme les groupements hydroxy ou carboxy ou en chaine 
comme les ponts ether. 

L'effet longue remanence du dispositif medical permet d'espacer les actes 
m6dicaux et par consequent d'ameiiorer la qualite de vie des patients. 

15 Un au *re objet de la presente invention est de proposer une meme 

composition contenant une ou plusieurs molecules therapeutiquement active(s). 
Description detaillee de rinvention 

La presente invention fournit une matrice monophasique complexe 
biocompatible k longue remanence, compos^e d'au moins un polymere d'origine 
20 naturelle hautement fonctionnalis6. Par longue remanence, on entend une dur6e de 
vie in vivo superieure k celle d'un produit ayant un degr6 de fonctionnalisation 
identique mais obtenu par un autre proc6de que celui de la presente invention, 
caracterise le plus souvent par une simple reticulation. 

La substance destin6e k la viscosuppiementation ou Taugmentation tissulaire 
25 est composee d'au moins un polymere de poids mol6culaire superieur k 100*000 Da, 
seiectionne parmi les polysaccharides comme Tacide hyaluronique, la chondroi'tine 
sulfate, le keratane, le k6ratane sulfate, Sparine, l'heparane sulfate, la cellulose et 
ses derives, les xanthanes et les alginates, les proteines, ou les acides nucieiques, ce 
polymdre etant hautement fonctionnalise par le greffage de petites chaines et une 
30 reticulation permettant la creation d'une matrice. Par matrice, on entend done un 
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rSseau tridimentionnel constitu6 de polymeres d'origine biologique doublement 
fonctionnalis^s, par reticulation et greffage. 

L'agent r6ticulant peut £tre choisi parmi notamment les 6poxydes di- ou 
polyfonctionnels, par exemple le 1,4-butanediol diglycidyl ether (aussi appeie 1,4-bis 
5 (2,3-6poxypropoxy)butane), le l-(2,3-epoxypropyl)2,3-<§poxy cyclohexane et le 1,2- 
ethanediol diglycidyl ether, les epihalohydrines et la divinylsulfone. 

Le taux de reticulation, defini comme le rapport entre le nombre de moles du 
reticulant assurant le pontage des chaines du polym&re et le nombre de moles de 
motifs du polymdre, est compris entre 0,5 et 25 % dans le cas des produits 
10 injectables, de 25 h 50 % dans le cas de solides. 

Dans le but d'augmenter l'encombrement st&ique et la densite de la matrice, 
et par consequent le temps n£cessaire au produit pour etre degrade par une action 
chimique et biochimique, de petites chaines peuvent etre greffees par des liaisons 
ioniques ou de fa$on covalente, de preference par etherification, sur la matrice. Ces 
15 chaines greffees vont occuper un grand nombre de sites de la matrice, ce qui 
permettra d'augmenter sensiblement la dur6e de vie du produit sans modifier le 
caractdre mecanique ou rheologique du polymdre constitutif de la matrice. A la 
protection mecanique est ajoutee une protection biologique et chimique constituee de 
"leurres". 

20 Les chaines greffees sur les groupements fonctionnels du type hydroxy ou 

carboxy protegent vraisemblablement d'une part directement ces groupements 
fonctionnels ayant reagi et d'autre part indirectement les autres sites sensibles par 
encombrement sterique. 

Les chaines greffees peuvent etre des polymeres d'origine naturelle de petite 
25 taille comportant des sites attaquables plus disponibles que les sites masques de la 
matrice, ou des polymdres non reconnus par les enzymes de Porganisme. Dans ce 
dernier cas, il peut s'agir de deriv6s cellulosiques ou de derives d'autres 
biopolymeres non naturellement presents chez Tetre humain qui ne seront pas 
degrades par les enzymes de Torganisme, mais qui seront sensibles k Tattaque par les 
30 radicaux libres et d'autres radicaux r6actifs. II peut par exemple s'agir de 
carboxymethylcellulose. 
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Les chaines greffees peuvent etre en outre des chaines non polymeres ayant 
des proprietes antioxydantes ou des proprietes inhibitrices des reactions de 
degradation de la matrice polymdre. II peut par exemple s'agir de vitamines, 
d'enzymes ou de molecules cycliques. 

5 Le taux de greffage qui est defini comme le rapport entre le nombre de moles 

de molecules greffees ou le nombre de moles de motifs du polymdre greffe et le 
nombre de moles de motifs du (des) polymere(s) reticule(s), est compris entre 10 et 
40%. 

Le greffage de chaines de petite taille, c'est-£-dire de taille infSrieure k 50 
10 000 Da, et de preference de l'ordre de 10 000 Da ou moins, en de nombreux sites de 
la matrice polymere, permet de maintenir le caractere injectable du produit final 
puisque le taux de reticulation n'est pas augment^ tandis que la presence de ces 
chaines greffees empeche l'attaque de la matrice par le milieu environnant et assure 
line plus longue r6manence au produit aprfes injection. 

15 Les molecules greffees peuvent etre greffees par liaison covalente aux 

chaines principals, directement par exemple par esterification ou etherification des 
groupements hydroxy ou carboxy ou par l'intermediaire d'une molecule bi ou 
polyfonctionnelle choisie parmi les qjoxydes, les epihalohydrines ou la 
divinylsulfone. 

20 L'homme de Tart comprendra aisement qu'un tel procede de 

fonctionnalisation possede des avantages non negligeables par rapport k une simple 
reticulation. 

Le greffage et la reticulation peuvent avoir lieu en meme temps, ou le 
greffage peut preceder la reticulation, ou vice versa. 

25 Dans le but de retarder la degradation par les radicaux libres, une molecule 

possedant des proprietes anti-oxydantes peut egalement etre dispers6e dans la 
matrice fortement fonctionnalisee. 

Par exemple, la vitamine C, rare molecule hydrosoluble possedant des 
proprietes anti-oxydantes peut etre utilisee dans le cas de tissus non inflammes pour 
30 eviter Toxydation des macromoiecules organiques, pour capter les radicaux libres, 
mais aussi pour stimuler la synthSse de la matrice extracellulaire, particulierement de 
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collagene. Cet effet peut etre particulidrement interessant dans le cas ^applications 
dennatologiques et cosmetiques, pour am61iorer Masticite de la peau. 

La vitamine A, qui possede de nombreux avantages (action anti-oxydante, 
influence sur le developpement des tissus et participation k l'entretien de la peau) 
5 pourrait aussi etre dispersee dans cette matrice fortement modifiee qui, par sa 
density permettrait un relargage progressif de l'agent pharmacologiquement actif. 

La melatonine, qui serait relarguee a trds faible taux, est un puissant agent 
anti-oxydant, r6g6nerateur de la peau et defenseur du systeme immunitaire qui 
pourrait egalement etre disperse dans la matrice. 

10 Dans le but de retarder la degradation enzymatique, Tutilisation de polymeres 

non naturellement disponibles chez l f 6tre humain comme les derives cellulosiques, 
particulidrement la carboxymethylcellulose, est recommandee dans la composition de 
matrices de la pr6sente invention, 6tant donne Tabsence d'hydrolases specifiques de 
ces polymdres. 

15 Par consequent, Teffet longue r^manence des produits issus de la pr6sente 

invention est obtenu en augmentant fortement Tencombrement st^rique, en bloquant 
un tres grand nombre de sites "attaquables" biologiquement et chimiquement sans 
fragiliser les autres sites, grace a Tutilisation d f un greffage de courtes chaines et un 
taux de reticulation qui reste assez faible comparativement a d f autres produits 

20 presents sur le marche. 

De plus, ce type de fonctionnalisation permet pour un nombre de sites 
occupes identiques sur les chaines principales du polymdre constitutif de la matrice, 
une injectabilite facilitee par rapport k celle des gels modifies par reticulation 
seulement. 

25 La figure 1 montre la degradation beaucoup plus lente en fonction du temps 

de produits injectables selon la presente invention et de deux produits disponibles 
dans le commerce, Juvederm® et Restylane® (composition de gel polysaccharide de 
US 5827937). 

L'invention concerne ainsi une matrice complexe constituee d'au moins un 
30 polymere biocompatible d'origine naturelle, reticuiee et sur laquelle sont greffees des 
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10 



chaines de poids moleculaire inferieur a 50 000 Da avec un taux de greffage de 10 a 
40 %. 

Le polymere biocompatible d'origjne naturelle constituant la matrice est 
avantageusement choisi parmi les polysaccharides tels que l'acide hyaluronique, la 
chondroitine sulfate, le keratane, le keratane sulfate, lTieparine, l'heparane sulfate, la 
cellulose et ses derives, les xanthanes et les alginates, les proteines, ou les acides 
nucleiques. 

Selon un mode de realisation prefere, le polymere biocompatible d'origine 
naturelle est un polymere non naturellement present chez l'etre humain tel qu'un 
derive cellulosique, un xanthane ou un alginate, qui est reticule avec au moins un 
polymere naturellement present chez l'etre humain choisi parmi les polysaccharides 
tels que l'acide hyaluronique, la chondroitine sulfate, le keratane, le keratane sulfate, 
1'heparine, l'heparate sulfate, les xanthanes et les alginates, les proteines, ou les 
acides nucleiques. 

15 Avantageusement, le taux de reticulation, defini comme le rapport entre le 

nombre de moles du reticulant assurant le pontage des chaines du polymere et le 
nombre de moles de motifs du polymere, est compris entre 0,5 et 50 %, en particulier 
entre 0,5 et 25 % dans le cas de produits injectables, et entre 25 a 50 % dans le cas de 
produits sondes. Le reticulant assurant le pontage des chaines peut provenir d'une 

20 molecule bi ou poly-fonctionnelle choisie parmi les epoxydes, les epihalohydrines et 
la divinylsulfone. 

La matrice peut contenir des agents anti-oxydants, des vitamines ou d'autres 
agents pharmacologiquement actifs disperses. 

L'invention concerne aussi I'utilisation de la matrice definie ci-dessus pour 
25 remplacer, combler, ou supplementer un fluide biologique ou des tissus. 

L'invention concerne aussi un proced6 pour obtenir une matrice 
biocompatible peu biodegradable constitute d'au moins un polymere d'origine 
naturelle, caracterisee en ce qu'il consiste : 

- d'une part a greffer de petites chaines de poids moleculaire inferieur a 
30 50 000 Da avec un taux de greffage de 10 a 40 %, 
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- d'autre part, a reticuler les chaines principales du polymere entre elles, poui 
creer line matrice homogene. 

Exemples 

Des exemples sont proposes afin d'illustrer l'invention, mais en aucun cas ils 
ne limitent la portee de l'invention. 

Premfere s£r ie d'exemples f exemples 1 ft 3> : 
Exempje 1 - fejtfcnjatign) 

150 mg de hyaluronate de sodium (M = 2 x 10 6 Da) et 50 mg de 
carboxymethylcellulose (M = 2 x 10 s Da) sont ajoutes a 6 ml de soude 0,5 %. Le tout 
est homogeneise dans un melangeur jusqu'a ce qu'une solution transparente soit 
obtenue. 10 ul de 1,4-butanediol diglycidyl ether (BDDE) sont ensuite ajoutes a la 
solution et le tout est melange pendant 12 h a 20°C. Le pH est reajuste au pH 
physiologique. La matrice obtenue est ensuite dialysee pendant 24 h (cellulose 
regeneree, limite de separation, M = 12000-14000) contre une solution de tampon 
phosphate de pH 7 (gel 1). 

Exemple 2 - (rjticujation) 

150 mg de hyaluronate de sodium (M = 2 x 10 6 Da) et 50 mg de 
carboxymethylcellulose (M = 2 x' 10 5 Da) sont ajoutes a 6 ml de soude 0,5 %. Le tout 
est homogeneise dans un m61angeur jusqu'a ce qu'une solution transparente soit 
obtenue. 20 ul de 1,4-butanediol diglycidyl ether (BDDE) sont ensuite ajoutes a la 
solution et le tout est melange pendant 12 h a 20°C. Le pH est reajuste au pH 
physiologique. La matrice obtenue est ensuite dialysee pendant 24 h (cellulose 
regeneree, limite de separation, M = 12000-14000) contre une solution de tampon 
phosphate de pH 7 (gel 2). 
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Exemple 3 - ( reti culation et greffage) 

150 mg de hyaluronate de sodium (M = 2 x 10 6 Da) et 50 mg de 
carboxymethylcellulose (M = 2 x 10 s Da) sont ajoutes a 6 ml de soude 0,5 %. Le tout 
est homogeneise dans un melangeur jusqu'a ce qu'une solution transparente soit 
5 obtenue. 20 ul de 1,4-butanediol diglycidyl ether (BDDE) sont ensuite ajoutes a la 
solution et le tout est melange pendant 8 h a 20°C. 40 mg de hyaluronate de benzyle 
(esterifie a 75 %, M = 10 4 Da) sont ajoutes et melanges pendant 2 h a 20°C. 10 mg 
de vitamine C sont alors ajoutes et incorpores dans la matrice visqueuse. Le pH est 
reajustS au pH physiologique. Le tout est encore melange pendant 2 h. La matrice 
10 obtenue est ensuite dialysee pendant 24 h (cellulose regeneree, limite de separation, 
M = 12000-14000) contre une solution de tampon phosphate de pH 7 (gel 3). 
Calcul du taux de greffage : 

Tauxdegreffage = ((m vitC / M vitC ) + (m^be^e / M^be^e)) / 
((m H A/M HA ) + (m CM c/ M C mc)) 
1 5 = 0,246 (c'est-a-dire 24,6%) 

avec: m: masse en g 

M : masse moleculaire du motif du polymere en g/mol 
Vit C : vitamine C 
HA : hyaluronate 
!0 HAbenzyle : hyaluronate de benzyle 

CMC : carboxymethylcellulose 



Le taux de greffage, calcule en supposant que les fonctions carboxyliques 
sont toutes sous forme de sel de sodium et que la carboxymethylcellulose a un taux 
25 de substitution de 0,9, est de 24,6%. 

Des etudes rheologiques ont montre une diminution plus lente de ces 
proprietes pour le gel issu de l'exemple 2 (gel 2) que pour celui de l'exemple 1 (gel 1) 
lorsque ces gels sont conserves a 37°C. Bien qu'une etude in vivo n'ait pu etre 
reahs6e a ce jour, la degradation du gel 2 est vraisemblablement plus lente que celle 
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du gel 1, qui lui-meme doit Stre degrade moins rapidement quhin gel synthetis6 
suivant le meme proced6 mais compost exclusivement de hyaluronate de sodium. Ce 
r£sultat est sugg6r6 par les donnees concernant la dur6e de vie in vivo de la 
carboxym&hylcellulose non r6ticul6e, comparee a celle du hyaluronate de sodium 
5 non r6ticul6 injecte k une m&ne concentration et ayant un poids moleculaire 
comparable. 

Le gel 2 a une duree de vie sup6rieure k celui issu du premier exemple grace k 
un degr6 de reticulation deux fois plus £leve. 

Le nombre de sites occupSs dans le gel issu de Texemple 3 (gel 3) est au 
10 moins 6gal k celui du gel 2 et la diminution de la viscosite du gel 3 au cours du temps 
est plus lente que celle du gel 2 (lorsque ces gels sont conserves a 37°C). 

Deuxfeme s&rie d'exemples (exemples 4 k 71 : 

15 Exemple 4 - (reticulation^ 

lg de hyaluronate de sodium (M = 2 x 10 6 Da) est plac<§ dans 10ml d'une 
solution de soude k 1%. Le tout est homog&ieise grace k un melangeur jusqu'i ce 
que la solution devienne transparente. 100|al de 1,4-butanediol diglycidyl ether 
(BDDE) sont ensuite ajout£s et le tout est encore melange pendant 2h k 50°C. La 
20 solution est ramente au pH physiologique et le volume est r6ajust£ k 50ml grace k du 
tampon phosphate. La matrice obtenue est ensuite dialys6e pendant 24h (cellulose 
r6g6n6r6e, limite de separation, M= 12000- 14000) contre une solution de tampon 
phosphate de pH 7 (gel 4). 

25 Exemple 5 - (reticulation* 

lg de hyaluronate de sodium (M = 2 x 10 6 Da) est place dans 10ml d'une 
solution de soude a 1%. Le tout est homog&ieise grace k un m£langeur jusqu'i ce 
que la solution devienne transparente. 130^1 de 1,4-butanediol diglycidyl 6ther 
(BDDE) sont ensuite ajoutes et le tout est encore melange pendant 2h a 50°C. La 
30 solution est ramen6e au pH physiologique et le volume est nSajuste a 50ml grace k du 
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tampon phosphate. La matrice obtenue est ensuite dialys^e pendant 24h (cellulose 
r6g6n6n§e, limite de separation, M= 12000- 14000) contre une solution de tampon 
phosphate de pH 7 (gel 5). 

5 Exemple 6 - (reticulation^ 

0.8g de hyaluronate de sodium (M = 2 x 10 6 Da) et 0.2g de 
carboxymethylcellulose (M = 3 x 10 5 Da) sont places dans 10ml d'une solution de 
soude a 1%. Le tout est homog6neis<§ grace k un meiangeur jusqu'a ce que la solution 
devienne transparente. 130jxl de 1,4-butanediol diglycidyl ether (BDDE) sont ensuite 
10 ajoutes et le tout est encore melange pendant 2h k 50°C. La solution est ramenee au 
pH physiologique et le volume est r6ajust6 a 50ml grace k du tampon phosphate. La 
matrice obtenue est ensuite dialysee pendant 24h (cellulose regeneree, limite de 
separation, M=l 2000-14000) contre une solution de tampon phosphate de pH 7 (gel 
6). 

15 

Exemple 7 - (reticulation et greffage) 

0.8g de hyaluronate de sodium (M = 2 x 10 6 Da) et 0.2g de 
carboxymethylcellulose (M = 3 x 10 5 Da) sont places dans 10ml d'une solution de 
soude a 1%. Le tout est homogen<§is6 grace k un melangeur jusqu'a ce que la solution 

20 devienne transparente. 130^1 de 1,4-butanediol diglycidyl 6ther (BDDE) sont ensuite 
ajoutes et le tout est melange pendant lh20 k 50°C. 0.2g d'heparine (M=3xl0 3 Da) 
dilue dans 4ml de solution de soude k 0.5% sont alors ajoutes au gel en cours de 
formation et Tensemble est encore mis a meianger. Le melange est ramene au pH 
physiologique et le volume est reajuste a 50ml grdce k du tampon phosphate. La 

25 matrice obtenue est ensuite dialys6e pendant 24h (cellulose regeneree, limite de 
separation, M= 12000- 14000) contre une solution de tampon phosphate de pH 7 (gel 
7). 

Calcul du taux de greffage : 

Tauxde greffage = (m hdparine / M Mpari ne) / ((hiha / M HA ) + (m C MC / 
30 Mcmc))=10,3% 
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avec : m : masse en g 

M : masse moleculaire du motif du polymere en g/mol 

HA : hyaluronate 

CMC : carboxymethylcellulose 

Le taux de greffage, calcule en supposant que la moiti6 des fonctions 
ionisables.se trouve sous fonne de sel de sodium et que la carboxymethylcellulose a 
un taux de substitution de 0,9, est de 10,3%. 

Par ailleurs, un precede a ete mis au point pour quantifier l'injectabilite des 
differents gels obtenus dans les exemples 1 a 7. Ce precede repose sur la mesure de 
la force necessaire a rejection des differents gels obtenus au travers d'une aiguille de 
type 27G. Chaque gel obtenu est place dans une seringue de 1ml dont l'embout est 
muni d'une aiguille de type 27G. La seringue est maintenue verticale grace a un 
portoir et une masse vient appuyer sur le piston de la seringue, a une vitesse 
constante definie par l'utilisateur. Un capteur mesure la force necessaire pour ejecter 
le produit. Dans la premiere serie d'exemples, la vitesse d'ejection est de 75 mm/min 
et dans la deuxieme serie d'exemples, la vitesse d'ejection est de 15 mm/min. 

Les valeurs de la force d'ejection mesuree pour les gels des exemples 1 a 7 
sont donnees dans les tableaux 1 et 2 ci-dessous. 



Tableau 1 



Gels 


Force d'ejection V= 75 mm/min 


1 (reticulation) 


20N+/- 4N 


2 (reticulation) 


32N+/- 4N 


3 (reticulation et greffage) 


25N+/- 4N 



D'apres les resultats donnes par le tableau, pour un taux de reticulation 
equivalent, les gels reticules et greffes selon l'invention presentent une force 
d'ejection inferieure (et done une meilleure injectabilite) a celle des gels reticules 
(comparaison des gels de l'exemple 2 et de l'exemple 3). 
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Tableau 2 



Gels 


Force d' ejection V=15mm/min 


4 (reticulation) 


14N+/- 4N 


5 (reticulation) 


23N+A 4N 


6 (reticulation) 


26N+/- 4N 


7 (reticulation et greffage) 


24N+/- 4N 



Comme observe precedemment, une augmentation du taux de reticulation 
induit une augmentation de la force necessaire pour ejecter le produit (comparaison 
5 des gels 4 a 6). A taux de reticulation identique, cette injectabilite est plus difficile 
pour les gels reticules HA/CMC. Mais, si l'injectabilite est plus elevee, la remanence 
de ces gels doit egalement etre plus longue. Le dernier exemple (comparaison des 
gels 6 et 7) souligne le fait que le greffage de petites chaines d'heparine permet de 
diminuer la force necessaire a Rejection tout en protegeant la matrice reticulee, par 
1 0 encombrement sterique et par les propri6tes biologiques de ce polymere. 
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REVINDICATIONS 

1. Matrice complexe constitute d'au moins un polymere biocompatible 
d'origine naturelle, r6ticulee et sur laquelle sont greffees des chaines de poids 

5 moleculaire inferieur a 50 000 Da avec un taux de greffage, defini comme etant le 
rapport entre le nombre de moles de molecules greffees et le nombre de moles de 
motifs du polymdre, de 10 a 40 %. 

2. Matrice selon la revendication 1, dans laquelle les chaines greffees sont des 
polymeres d'origine naturelle de petite taille, de preference des derives cellulosiques 

10 ou des derives d'autres biopolymeres non naturellement presents chez l'etre humain 
et/ou des chaines non polymeres ayant des proprietes antioxydantes ou des proprietes 
inhibitrices des reactions de degradation de ladite matrice, de preference des 
vitamines, des enzymes ou des molecules comportant un ou plusieurs cycles. 

3. Matrice selon la revendication 1 ou 2, dans laquelle le polymere 
15 biocompatible d'origine naturelle est choisi parmi l'acide hyaluronique, la 

chondroltine sulfate, le keratane, le keratane sulfate, l'heparine, l'heparane sulfate, la 
cellulose et ses derives, les xanthanes et les alginates, les proteines, ou les acides 
nucl&ques. 

4. Matrice selon l'une des revendications 1 a 3, dans laquelle le polymere 
20 biocompatible d'origine naturelle est un polymere non naturellement present chez 

l'etre humain tel qu'un derive cellulosique, un xanthane ou un alginate, qui est 
reticule avec au moins un polymere naturellement present chez l'etre humain choisi 
parmi l'acide hyaluronique, la chondroltine sulfate, le keratane, le keratane sulfate, 
l'heparine, l'heparane sulfate, les xanthanes et les alginates, les proteines, ou les 
25 acides nucl&ques. 

5. Matrice selon l'une des revendications 1 a 4, dans laquelle le taux de 
reticulation, defini comme le rapport entre le nombre de moles du r&iculant assurant 
le pontage des chaines du polymere et le nombre de moles de motifs du polymere, est 
compris entre 0,5 et 50 %, en particulier entre 0,5 et 25 % dans le cas de produits 

30 injectables, et entre 25 a 50 % dans le cas de produits solides. 
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6. Matrice selon la revendication 5, dans laquelle le r6ticulant assurant le 
pontage des chines provient d'une mol6cule bi ou poly-fonctionnelle choisie parmi 
les £poxydes, les £pihalohydrines et la divinylsulfone. 

7. Matrice selon l*une des revendications 1 k 6, contenant des agents anti- 
5 oxydants, des vitamines ou d'autres agents pharmacologiquement actifs disperses. 

8. Matrice selon Tune des revendications 1 a 6, contenant des vitamines ou 
d'autres agents pharmacologiquement actifs disperses. 

9. Utilisation d f une matrice selon Tune des revendications 1 a 8, pour sSparer, 
remplacer, combler, ou supplementer un fluide biologique ou des tissus. 

10 10 - Procede de preparation d'une matrice biocompatible peu biodegradable 

constitute d'au moins un polymere d'origine naturelle, caract6ris6e en ce qu'il 
consiste : 

- d'une part k greffer de petdtes chaines de poids moleculaire inferieur k 
50 000 Da avec un taux de greffage de 10 k 40 %, 

15 - d'autre part a r&iculer les chaines principales du polymere entre elles, pour 

creer une matrice homogene. 

11. Proc&te selon la revendication 10, dans lequel la ou les molecules sont 
greffSes de fa$on covalente aux chaines principales de polymdre par l'intermediaire 
d'une molecule bi ou poly-fonctionnelle choisie parmi les Spoxydes, les 
20 6pihalohydrines, ou la divinylsulfone. 
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FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 



